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Lehtori Tiina Soininen 
Keliakia on perinnöllinen, yleensä suolistossa esiintyvä autoimmuunisairaus. Ravinnossa 
oleva gluteeni aiheuttaa elimistössä immuunipuolustusreaktion geneettisesti siihen alttiilla 
ihmisillä. Gluteeni pääsee ohutsuolessa sitoutumaan antigeenia esittelevien solujen pinnalla 
oleviin tiettyihin HLA-DQ-reseptoreihin. DQ-reseptorit kuuluvat HLA-luokkaan II, jolloin nii-
den tehtävä on esitellä solun ulkoisia peptidejä imusoluille. T-solut sitoutuvat DQ-resepto-
rissa olevaan vieraaseen peptidiin, jolloin elimistön immuunipuolustus käynnistyy. Käynnis-
tyneen immuunipuolustuksen seurauksena ohutsuolen nukkavilla tuhoutuu. 
 
Tutkimukset ovat osoittaneet, että lähes jokaisella keliakiaa sairastavalla ihmisellä on jom-
pikumpi keliakiaan yhdistetty reseptori, DQ2.5 tai DQ8. Reseptorit koostuvat α- sekä β-ket-
justa, ja niitä koodaavat geenit sijaitsevat ihmisen kromosomissa 6. Geenejä kutsutaan HLA-
DQA1:ksi ja HLA-DQB1:ksi sen mukaan, kumpaa ketjua ne koodaavat. Keliakiaa sairasta-
vien ihmisten HLA-geeneissä on sellaisia alleeleja, jotka koodaavat juuri näitä kahta resep-
toria. 
 
Tämän insinöörityö tehtiin osana keliakian HLA-tyypitykseen liittyvää tuotekehitysprojektia. 
Projektin tavoitteena oli kehittää tuote, jolla pystyttäisiin luotettavasti detektoimaan genomi-
sesta DNA:sta keliakian riskialleeleja qPCR-menetelmällä. Tämän insinöörityön tarkoituk-
sena oli testata suunniteltuja alukkeita ja koettimia sekä optimoida reaktio-olosuhteita kahta 
multiplex-qPCR-reaktiota varten. Tavoitteena oli saada aikaan kaksi toimivaa multiplex-re-
aktiota. 
 
Työ suoritettiin testaamalla eri aluke- ja koetinkonsentraatioita sekä niiden keskinäisiä suh-
teita. Työssä huomattiin, että koettimien suhde tulee olla suurempi alukkeisiin verrattuna. 
Silloin polymeraasientsyymi pystyy tuottamaan haluttua tuotetta spesifisemmin ja eri tuotteet 
erottuvat paremmin multiplex-reaktiossa. Insinöörityön tuloksena saatiin kaksi positiivisilla 
näytteillä toimivaa multiplex-reaktiota, jossa toisella pystytään detektoimaan A1-alleeleja ja 
toisella B1-alleeleja. Lisäksi työssä tutkittiin näiden reaktioiden spesifisyyttä. Alustavien tu-
losten perusteella kehitettävä menetelmä osoittautui epäspesifiseksi: alukkeet sitoutuivat oi-
kean kohteen lisäksi samankaltaisiin alleeleihin, koska alleelien sekvenssit eroavat toisis-
taan usein pelkillä pistemutaatioilla. Valmiin ja kilpailukykyisen tuotteen saavuttamiseksi tu-
lee reaktioita ja multiplex-olosuhteita optimoida lisää, esimerkiksi ajoparametreja muutta-
malla. 
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Celiac disease is an autoimmune disease, which causes inflammation and villous atrophy in 
the small intestine. Gluten is a protein found in grains of wheat, rye or barley. In the celiac 
disease, the body’s immune system overreacts to gluten. The immune reaction damages 
the villi in the small intestine in genetically predisposed people. Gluten is able to bind to the 
HLA-DQ glycoproteins. HLA-DQ proteins are on the surface of antigen presenting cells. 
HLA-DQ proteins are HLA class II proteins and therefore their function is to present extra-
cellular proteins to T lymphocytes that bind to the protein. T cells trigger an immune re-
sponse, which causes damages in the small intestine. 
 
Researchers have shown that almost all celiac disease patients have HLA-DQ2.5, HLA-DQ8 
or both glycoproteins. HLA-DQ genes are on the chromosome 6 and they encode α and β 
chain of the DQ proteins. Genes are called HLA-DQA1 and HLA-DQB1. Celiac disease is a 
hereditary disease and it is caused by alleles which encode HLA-DQ proteins. 
 
This thesis was part of celiac disease HLA genotyping assay development project. The pur-
pose of the project was to develop a product, which can be used to detect HLA-DQ encoding 
alleles using a qPCR method.  HLA typing is a useful tool to use as a support in the diagnosis 
of celiac disease. The purpose of this thesis was to test predesigned primers and probes 
and optimize reaction conditions for two separate multiplex-qPCR reactions. 
 
The work was started by testing different concentrations of the primer and probes. The re-
sults showed that the concentration of the probe was a more important parameter in the 
reaction than the concentration of the primers. If the reaction contained more probe, a pos-
itive result performed better than when using lower concentration in the multiplex-reaction. 
As a result of the optimization project, two separate multiplex-reactions occurred, where one 
can detect specific DQA1 alleles and the other one specific DQB1 alleles. These reactions 
were confirmed to perform well with positive samples. In this thesis, the specificity of the 
reactions was determined. The results showed unspecific binding. Primer pairs were able to 
bind to similar sequences. The results showed that specificity and overall conditions of the 
multiplex reactions need further optimization before the finalization of the assay. 
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Lyhenteet 
APC Antigen-presenting cell, antigeenia esittelevä solu. 
DNA Deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleiinihappo; molekyyli, joka sisältää 
solujen geneettisen materiaalin. 
HLA Human Leukocyte Antigen, ks. MHC. Ihmisen MHC-molekyylejä kutsutaan 
HLA-molekyyleiksi. 
HLA-DQ Tietty peptidirakenne, joka toimii reseptorina antigeenia esittelevän solun 
pinnalla. HLA-DQ reseptorit ovat yhdistetty keliakian syntyyn. 
MHC Major histocompatibility complex, immuunijärjestelmän solujen pinnalla 
olevia molekyylejä, jotka esittelevät antigeeneja. 
PCR Polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio; molekyylibiologinen 
menetelmä, jolla voidaan monistaa DNA:ta. 
qPCR Quantitative real-time polymerase chain reaction, kvantitatiivinen, reaaliai-
kainen polymeraasiketjureaktio. 
tTG Tissue transglutaminase, kudoksen transglutaminaasi; entsyymi, joka yh-
distää proteiineja toisiinsa ja muun muassa katalysoi proteiinien deaminaa-
tiota.
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1 Johdanto 
Keliakia on perinnöllinen, suolistossa tai iholla esiintyvä autoimmuunisairaus. Keliakian 
aiheuttaa vehnän, rukiin ja ohran sisältämä valkuaisaine, gluteeni. Sen sisältämät tietyt 
peptidirakenteet aktivoivat elimistön immuunipuolustuksen, jonka seurauksena suolis-
tossa käynnistyy tulehdusreaktio ja lopulta ohutsuolen nukkalisäke rappeutuu keliakiaa 
sairastavilla ihmisillä. Nukkavillan tuhoutuminen aiheuttaa ravintoaineiden imeytymishäi-
riöitä sekä vatsavaivoja. Ihokeliakian syntymekanismi on sama kuin suolistossa esiinty-
vän keliakian. Keliakian ainoana hoitokeinona on gluteeniton ruokavalio, jolloin keliaki-
aan sairastuneen ihmisen nukkavilla pääsee palautumaan ennalleen. (Mäki 2006: 19–
23; Vaarala ym. 2011: 325–326.) 
Gluteenin peptidirakenteet aiheuttavat tuhoa ohutsuolen limakalvolla kahdella mekanis-
milla: toksiset peptidit aktivoivat epiteelisoluja tuottamaan stressimolekyylejä, ja immu-
nodominantit peptidit pystyvät sitoutumaan antigeenia esittelevän solun pinnalla oleviin 
DQ-reseptoreihin suolen tukikerroksessa. Kaikilla ihmisillä ei näitä reseptoreita ole, ja 
tällöin riski sairastua keliakiaan on lähes olematon. Keliakian ilmentymiseen on yhdis-
tetty tiettyjen HLA-geenien riskialleeleja, jotka koodaavat näitä antigeenia esittelevien 
solujen pinnalla olevia HLA-DQ-reseptoreita. DQ-reseptoriin sitoutunut peptidi laukaisee 
immuunipuolustusreaktion. (Megiorni & Pizzuti 2012: 2–3; Mäki 2006: 19–21.) 
Tämä insinöörityö tehtiin Labsystems Diagnosticsissa, joka on Vantaalla sijaitseva diag-
nostiikka-alan yritys. Insinöörityö tehtiin yrityksen tuotekehitysosastolla keliakian HLA-
tyypitykseen liittyvässä projektissa. HLA-tyypityksessä halutaan tunnistaa genomisesta 
DNA:sta HLA-DQ-reseptoreita koodaavia riskialleeleja. Tuotekehitysprojektin tavoit-
teena on kehittää qPCR-menetelmään perustuva tuote, jota voidaan käyttää keliakian 
diagnosoinnin tukena sekä jolla voidaan arvioida riskiä sairastua keliakiaan.  
Tähän insinöörityöhön sisältyi projektin toinen vaihe. Insinöörityön tarkoituksena oli tes-
tata ja optimoida qPCR-reaktioon suunniteltuja alukkeita sekä koettimia ja saada niistä 
kaksi toimivaa multiplex-reaktiota. Insinöörityön lopuksi arvioitiin optimoitujen reaktioiden 
spesifisyyttä ja suunniteltiin seuraavia kokeita spesifisyyden parantamiseksi.  
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2 Keliakia 
Keliakia on ohutsuolen limakalvon sairaus. Sen aiheuttaa viljatuotteissa oleva gluteeni, 
joka on vehnässä, ohrassa ja rukiissa oleva valkuaisaine. Tautia voidaan kutsua myös 
krooniseksi gluteeni-intoleranssiksi. Gluteeni aiheuttaa suoliston limakalvon rappeutu-
mista ja surkastumista, jonka seurauksena ravintoaineet eivät pääse imeytymään suo-
listosta. Kuvassa 1 vasemmalla on normaalin ohutsuolen pintaa, joka koostuu syvistä 
uurteista, nukkalisäkkeistä. Ne on päällystetty mikroskooppisen pienillä mikrovilluksilla. 
(Megiorni & Pizzuti 2012: 1; Mäki 2006: 21; Vaarala ym. 2011: 325–326.) Nukkalisäk-
keen ja mikrovillusten avulla terveen ohutsuolen imeytymispinta-ala on yli 200 m2 (Bjålie 
ym. 2009: 348–349). 
 
Kuva 1. Ohutsuolen nukkavilla. Vasemmalla normaali ohutsuoli ja oikealla keliakiaa sairastavan 
ihmisen ohutsuolen limakalvo. (Collin & Mäki 2007.) 
Keliaakikoiden ohutsuolen pinta-ala on huomattavasti pienempi kuin terveen ihmisen. 
Tämä vaikeuttaa ravintoaineiden imeytymistä suolen pinnan kautta elimistöön. Kuvan 1 
oikean puolimmaisesta kuvasta voi havaita, kuinka gluteenin aiheuttama tulehdusreaktio 
on aiheuttanut suolen nukkalisäkkeen surkastumista. Kuvassa suolen pinta on tasoittu-
nut, eikä siinä ole enää samanlaista pintarakennetta kuin terveen suolen pinnassa. Ke-
liakian ainoa hoitokeino on gluteeniton ruokavalio, jolloin suolen nukkalisäke ei pääse 
enää vaurioitumaan ja palautuu vähitellen ennalleen. (Mäki 2006: 21–23; Vaarala ym. 
2011: 325–326.) 
Keliakian on todettu olevan perinnöllinen sairaus ja se on diagnosoitu Suomessa noin 
36 000 ihmisellä. Tutkimukset kuitenkin osoittavat, että Suomessa keliaakikkoja on yli 
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100 000, mutta keliakia voi olla myös oireettomana tai oireita ei osata yhdistää keliakiaan 
(Keliakialiitto ry 2015). Keliakian yleisiä oireita ovat muun muassa vatsavaivat, laihtumi-
nen ja puutosoireet, jotka johtuvat ravintoaineiden imeytymishäiriöstä. Keliakia voi puh-
jeta vasta aikuisiällä, ja epämääräiset vatsavaivat voidaan helposti sekoittaa muihin vat-
sanalueen sairauksiin. Keliakiaa voi esiintyä myös suussa tai iholla. Suussa keliakia ai-
heuttaa hampaiden kiillevaurioita sekä limakalvomuutoksia. (Vuoristo & Reunala 2006: 
26, 33–36.) Ihokeliakian (Dermatitis herpetiformis) syyt ovat samat kuin suolistossa 
esiintyvällä keliakialla eli ravinnon sisältämän gluteenin aiheuttama tulehdusreaktio. Iho-
keliakian oireina on kutiseva ihottuma, johon sisältyy pieniä rakkuloita. Kaikki ihoke-
liakiaa sairastavat ihmiset eivät saa suolisto-oireita, vaikka keliakia voidaan diagnosoida 
heiltä myös ohutsuolesta. (Reunala 2006: 50–53.) 
2.1 Gluteeni 
Gluteeni on valkuaisaine, jota on tietyissä viljakasveissa. Se sijaitsee viljakasvin jyvän 
ydinosassa, jossa on myös tärkkelystä. Tärkkelyksen ja gluteenin suhde viljakasvien jy-
vässä on, että gluteenia noin 10–15 % ja loput tärkkelystä. Kuvassa 2 on esitetty glutee-
nin koostumus: gluteeni koostuu erilaisesta prolamiineista, joista osa liukenee alkoholiin 
ja osa ei. Eri viljakasvien alkoholiin liukenevia prolamiineja kutsutaan eri nimillä: veh-
nässä on gliadiinia, ohrassa hordeiinia ja rukiissa sekaliinia. Prolamiinit sisältävät paljon 
proliini- ja glutamiini-aminohappoja, ja etenkin alkoholiin liukenevilla prolamiineilla on 
osoitettu olevan vaikutus keliakian syntyyn. Vehnässä esiintyvää gliadiinia ja sen pepti-
dirakenteita on tutkittu enemmän verrattuna rukiin ja ohran sisältämään gluteeniin. (Ka-
sandra 1997: 197; Mäki 2006: 19.) 
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Kuva 2. Gluteenin koostumus. (Mukaillen Kassanda 1997 ja Mäki 2006.) 
Gliadiinia on kolmenlaista, ja eri tyypit eroavat aminohappokoostumukseltaan toisistaan. 
Vehnän jyvissä on etenkin α-tyypin gliadiinia, kun taas rukiin ja ohran jyvät sisältävät ω-
tyypin prolamiineja. Kolmas prolamiinityyppi on γ-tyyppi. Gliadiinin peptidirakenteet voi-
vat vaikuttaa kahdella tavalla keliakiaa sairastavien ihmisten suolistovaurioiden syntyyn. 
Peptidit voivat olla haitallisia, tai ne voivat olla vastustuskykyisiä ihmisen ruoansulatuseli-
mistölle (immunodominantteja), jolloin ne eivät pilkkoudu ohutsuolessa. Tutkimukset 
ovat osoittaneet, että varsinkin α-tyypin gliadiineissa on sellaisia peptidirakenteita, jotka 
ovat joko toksisia tai vastustuskykyisiä elimistölle. Nämä aminohapposekvenssit sisältä-
mät paljon proliinia ja glutamiinia. Kuvassa 3 on kaksi aminohapposekvenssiä, josta A 
on todettu toksiseksi ja B immunodominantiksi. Kummastakin sekvenssistä voidaan huo-
mata, että ne sisältävät paljon proliinia ja glutamiinia. (Ciccocioppo ym. 2005: 409–410; 
Kasandra 1997: 198–201; Mäki 2006: 19–20.) 
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Kuva 3. Toksisen (A) ja immunodominantin (B) α-gliadiinin peptidirakenteen sekvenssit. (Cicco-
cioppo ym. 2005: 409–410; Mäki 2006: 20.) 
Jos peptidi on toksinen, se aiheuttaa ohutsuolen epiteelisolujen tuhoutumista ja aktivoi 
MIC-molekyylien (MHC class I related chain) tuottoa epiteelisoluissa. MIC-molekyylit 
ovat stressimolekyylejä, joten niiden lisääntynyt tuotto laukaisee tappaja-T-solujen akti-
vaation. Tappaja-T-solut hyökkäävät MIC-molekyylejä tuottavien epiteelisolujen kimp-
puun, jolloin ohutsuolen epiteeli vahingoittuu. (Hüe ym. 2004: 367–369.) 
Jos peptidi on vastustuskykyinen, se sitoutuu antigeenia esittelevien solujen (APC, anti-
gen presenting cell) pinnalla oleviin reseptoreihin ja stimuloi näin elimistön immuunipuo-
lustusta. Ennen peptidien sitoutumista APC-soluihin immuunidominantissa peptidiraken-
teessa olevat glutamiinit deaminoituvat glutamiinihapoksi ohutsuolen limakalvon tukiker-
roksessa. Kudoksen transglutaminaasi 2 (tTG) toimii katalyyttina reaktiossa. Deaminaa-
tio muuttaa peptidirakenteessa olevien aminohappojen rakenteen negatiivisesti varautu-
neeksi. (Megiorni & Pizzuti 2012: 3; Mäki 2006: 20; Vaarala ym. 2011: 325–326.) 
2.2 Genetiikka 
2.2.1 HLA-järjestelmä 
Ihmisen elimistössä on HLA-molekyylejä (human leukocyte antigen), jotka ovat solujen 
pinnalla olevia proteiineja. Ihmisen HLA-molekyylit ovat MHC-molekyylejä (major histo-
compatibility complex) ja jakautuvat samalla tavalla kahteen luokkaan kuin MHC-mole-
kyylit. Niiden tehtävä on esitellä peptidejä imusoluille. Tämän takia soluja, joiden pinnalla 
on tällaisia reseptoreita, kutsutaan antigeenia esitteleviksi soluiksi. T-solut sitoutuvat 
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HLA-molekyylin esittelemään peptidiin, jonka seurauksena syntyy immuunireaktio. 
(Heino & Vuento 2002: 300; Lokki 2002; Megiorni & Pizzuti 2012: 2–3.) 
HLA-molekyylit voidaan jakaa kahteen eri luokkaan sen mukaan, koodaavatko niitä HLA-
geenien luokka I vai II. Kuvassa 4 on esitetty HLA-molekyylien jakautuminen eri luokkiin. 
Useimmat HLA-molekyylien geenit sijaitsevat kromosomi 6:n MHC-geenialueella 
(6p21.3). Luokan I geenejä ovat HLA-A, -B tai -C ja luokan II geenejä ovat HLA-DP, -DQ 
tai -DR. Luokan II geenit voidaan jakaa myös alaluokkiin, jonka perusteella selviää, kum-
paa reseptorin ketjurakennetta ne koodaavat. (Lokki 2002; Megiorni & Pizzuti 2012: 2.)  
 
Kuva 4. HLA-geenit ja niiden ilmentyminen. (Mukaillen Lokki 2002 sekä Megiorni & Pizzuti 2012: 
2.) 
Luokkien I ja II HLA-molekyylit eroavat myös rakenteellisesti toisistaan, sillä luokan I 
peptideillä on raskas α-ketju, jota koodaavat luokan I geenit sekä pieni β2-ketju, jota 
koodaavat kromosomissa 15 (15q22) olevat geenit. Luokan II peptidien rakennetta koo-
daavat luokan II geenit ja sen rakenne koostuu α- ja β-ketjusta. Eri luokat esittelevät 
myös erilaisia peptidejä imusoluille. Luokan I reseptoreita on kaikissa tumallisissa so-
luissa, ja ne esittelevät solun sisällä tuotettuja proteiineja. Solun sisällä tuotetut proteiinit 
voivat olla solun itsensä tuottamia vai vieraita proteiineja, esimerkiksi virusten tuottamia. 
Ne sitoutuvat T-solujen CD8-reseptoriin. Luokan II reseptoreita on immuunijärjestelmän 
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soluissa, koska niiden tehtävä on esitellä solun ulkoisia peptidejä imusoluille. Niiden esit-
telemät peptidit sitoutuvat T-solujen CD4-reseptoriin. (Lokki 2002; Megiorni & Pizzuti 
2012: 2.) 
2.2.2 Keliakian genetiikka 
HLA-DQ-proteiinit ovat antigeenia esittelevien solun pinnalla olevia reseptoreita. Proteii-
nit koostuvat kahdesta eri ketjusta, ja näitä ketjuja koodaavat kaksi eri geeniä. Geenejä 
kutsutaan HLA-DQA1:ksi ja HLA-DQB1:ksi sen mukaan, kumpaa ketjua ne koodaavat, 
α:aa vai β:taa. Molemmissa geeneissä on useita alleeleja, joissa tapahtuneet mutaatiot 
on yhdistetty pintaproteiinien ilmentymiseen. (Krini ym. 2012: 625; Kupfer 2014: 1; Me-
giorni & Pizzuti 2012: 2.) Alleeleita merkitään esimerkiksi DQB1*03:01, jossa 03 kertoo 
alleelin ja 01 spesifisen HLA-proteiinin (Anthony Nolan Research Institute 2015; Hurley 
2008: 29–30). 
Pintaproteiineja on useita: DQ2, DQ4, DQ5, DQ6, DQ7 sekä DQ8. Tutkimusten mukaan 
nämä proteiinit sitoutuvat gluteenissa olevan gliadiinin peptideihin, jolloin ihmisen im-
muunipuolustus käynnistyy. Tämän seurauksena suolistoon aiheutuu vaurioita. Etenkin 
DQ2- ja DQ8-reseptorit ovat yhdistetty gliadiinin sitoutumiseen antigeenia esittelevään 
soluun ja näin ollen keliakian ilmentymiseen. Koska gliadiinin peptidirakenteet ovat 
deaminaatiossa muuttuneet negatiivisesti varautuneeksi, sitoutuvat ne tiukasti HLA-so-
lujen pinnalla oleviin DQ-reseptoreihin. Kirjallisuudessa DQ2.5 on nykyinen nimitys DQ2-
reseptorille. (Kupfer 2014; Megiorni & Pizzuti 2012: 2.) 
HLA-DQ2.5- ja HLA-DQ8-reseptorien α- ja β-ketjut voivat olla joko homo- tai hete-
rotsygoottisia sen mukaan, onko niitä koodaavia alleeleja vain toisessa vai kummassakin 
kromosomissa. Alleelien homo- ja heterotsygoottisuus vaikuttaa riskiin sairastua keliaki-
aan sekä keliakian laatuun. Esimerkiksi, jos kummassakin kromosomissa on DQB1*02-
alleeli, on riski sairastua keliakiaan erittäin suuri sekä keliakia voi olla oireiltaan erittäin 
aggressiivinen. (Hurley 2008: 31; Husby ym. 2012: 142–144; Megiorni & Pizzuti 2012: 
2.) 
Kuvassa 5 on esitetty gliadiinin peptidin sitoutuminen HLA-DQ-reseptoriin ja se miten se 
vaikuttaa keliakian ilmentymiseen. 
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Kuva 5. Keliakian ilmentyminen. (Mukaillen Megiorni & Pizzuti 2012: 2–3.) 
Kun HLA-solu esittelee reseptoriin sitoutuneen peptidin auttaja-T-solulle (TH-solu), sitou-
tuu peptidi TH-solun CD4-transmembraaniproteiiniin. TH-solu tunnistaa gliadiinin peptidi-
rakenteen vieraaksi molekyyliksi ja käynnistää immuunireaktion sitä vastaan. TH-solut 
aktivoituvat ja alkavat jakaantumaan. TH-solut alkavat tuottamaan myös sytokiineja. Tä-
män seurauksena suoliston fibroblastit alkavat erittämään matriksin metalloproteinaasia, 
joka aiheuttaa suoliston nukkavillan surkastumista ja tulehdusreaktion suolen epitee-
lissä. (Heino & Vuento 2002: 300; Krini ym. 2012: 625; Lokki 2002; Megiorni & Pizzuti 
2012: 2–3.) 
Aktivoituneiden TH-solujen tuottamat sytokiinit stimuloivat myös vasta-ainevälitteistä im-
muunipuolustusta. TH-solut auttavat B-imusoluja aktivoitumaan ja jakautumaan, jolloin 
ne alkavat tuottamaan vasta-aineita gliadiinin peptidirakenteita vastaan sekä autovasta-
aineita elimistön omia molekyylejä vastaan. Autovasta-aineina keliakiassa on esimer-
kiksi endomysiumvasta-aineet sekä elimistön IgA-autovasta-aine transglutaminaasia 
vastaan.  Elimistön gliadiiniin tuottamat vasta-aineet voivat olla suoraan gliadiinin pepti-
dirakenteita vastaan tai transglutaminaasin deaminoimia rakenteita vastaan. (Kaukinen 
& Mäki 2006: 64; Mäki 2006: 23; Rubio-Tapia ym. 2013: 659; Vaarala ym. 2011: 325–
326.) 
Suurimmalla osalla keliakiaa sairastavista ihmisistä on joko DQ2.5- tai DQ8-reseptori tai 
molemmat reseptorit. Vaikka ihmisellä olisi HLA-DQ-reseptoreita koodaavia alleeleja, ei 
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hän välttämättä sairastu keliakiaan. Tutkimukset ovat osoittaneet, että noin 40 %:lla vä-
estöstä on riskialleelit, mutta vain harva sairastuu keliakiaan. On kuitenkin todettu, että 
yli 90 %:lla keliakiaan sairastuneella ihmisellä on DQ2.5-reseptori ja 10 %:lla keliakiaan 
sairastuneella ihmisellä on DQ8-reseptori. Jos ihmisellä on molemmat reseptorit anti-
geenia esittelevien solujensa pinnalla, riski sairastua keliakiaan on erittäin suuri. (Husby 
ym. 2012: 142–144; Megiorni & Pizzuti 2012: 2, 4.) 
Keliakian on todettu olevan yleisempää muita autoimmuunisairauksia, kuten tyypin 1 dia-
betesta tai kilpirauhasen vajaatoimintaa, sairastavilla ihmisillä. Tämä selittyy sillä, että 
keliakian perinnöllisyyteen liittyvissä HLA-geeneissä on myös näiden tautien syntyyn vai-
kuttavia geenejä. Esimerkiksi samat HLA-DQ-geenit, jotka koodaavat DQ-reseptoreita, 
ovat yhdistetty tyypin 1 diabeteksen perinnöllisyyteen. Kummassakin sairaudessa tietty-
jen HLA-DQ-alleelien ilmentyminen lisää riskiä sairastua kyseiseen tautiin. Tällaisia al-
leeleja ovat esimerkiksi DQB1*0302 ja DQB1*0201, jotka koodaavat keliakian ilmenty-
misessä keskeisien DQ2.5- ja DQ8-reseptoreiden β-ketjua ja jotka esiintyvät myös 90 
%:lla tyypin 1 diabetesta sairastavalla ihmisellä. (Collin 2006: 40; Husby ym. 2012: 137; 
Reijonen 1994.) 
2.3 Keliakian diagnosointi  
Keliakiaa on syytä epäillä, jos ihmisellä esiintyy keliakian tyypillisiä oireita, kuten vatsa-
vaivoja. Keliakian lopullinen diagnoosi tehdään usein ohutsuolen limakalvosta otetun 
koepalan avulla. Muita diagnostisia testejä ovat vasta-aineiden mittaaminen verestä, 
joka voidaan suorittaa esimerkiksi ennen koepalan ottoa. Jos keliakian vasta-aineet ovat 
koholla, voidaan epäillä keliakian olevan syy oireisiin ja koepala otetaan gastroskopian 
avulla. Geenitestien avulla saadaan varmuutta diagnoosiin ja sen avulla voidaan selvit-
tää potilaan riskiä sairastua keliakiaan. (Kaukinen & Mäki 2006: 55–56.) 
Keliakian diagnosoinnin haasteena on lisääntynyt tietoisuus sairaudesta. Ihmiset, jotka 
kärsivät epämääräisistä vastavaivoista, voivat helposti kokeilla gluteenitonta ruokava-
liota apuna oireisiin. Tämä kuitenkin hankaloittaa keliakian diagnosointia, koska glutee-
nin aiheutumat vauriot korjaantuvat elimistössä vähitellen gluteenittoman ruokavalion 
aloittamisen jälkeen. Tämän jälkeen on hyvin vaikea todeta keliakiaa esimerkiksi ohut-
suolen koepalan tai vasta-ainetestien avulla, sillä suolen pintarakenne on korjaantunut 
normaaliksi, eikä elimistö tuota enää vasta-aineita. Vaihtoehtona tässä tilanteessa on 
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poissulkea keliakia geenitestien eli HLA-DQ-tyypityksen avulla. (Kaukinen ym. 2010: 
250.) 
2.3.1 Vasta-aineisiin perustuvat menetelmät 
Keliakian diagnosoitiin voidaan käyttää vasta-aineisiin perustuvaa menetelmää, koska 
elimistön immuunipuolustus reagoi gliadiinin peptidirakenteisiin. Elimistö alkaa tuotta-
maan muun muassa keliakian autovasta-aineita, kuten kudostransglutaminaasivasta-ai-
neita ja endomysiumvasta-aineita. Vasta-aineiden detektointi edellyttää, että elimistöön 
imeytyy säännöllisesti gluteenia, jolloin immuunipuolustusreaktio on koko ajan käyn-
nissä. (Kaukinen & Mäki 2006: 62–65.) 
Vasta-ainetestit perustuvat veren seerumissa esiintyvien vasta-aineiden mittaamiseen. 
Nykyään vakiintuneeksi menetelmäksi on tullut kudostransglutaminaasi auto-vasta-ai-
neiden mittaaminen, koska saadut testitulokset ovat luotettavimpia kuin esimerkiksi en-
domysiumvasta-aineiden mittaamisesta saadut tulokset. Yleensä tTG-autovasta-ai-
neista mitataan IgA-luokan vasta-aineita, koska niitä esiintyy suurimmalla osalla hoita-
mattomaa keliakiaa sairastavista ihmisistä. Myös endomysiumvasta-aineista mitataan 
IgA-luokan vasta-aineita. Jos ihminen kärsii IgA:n puutoksesta, voidaan keliakian diag-
nosointiin käyttää IgG-vasta-aineita mittaavia menetelmiä. (Kaukinen & Mäki 2006: 62–
65; Rubio-Tapia ym. 2013: 659–660.) 
Vasta-aineisiin perustuvat menetelmät ovat usein kaupallisia seerumitestejä. Testeissä 
voidaan käyttää menetelminä erilaisia immunologisia menetelmiä, kuten ELISA (en-
zyme-linked immunosorbent assay) tai RIA (radioimmunoassay). Kummatkin menetel-
mät perustuvat leimatun analyytin sitoutumiseen detektoitavaan vasta-aineeseen. Nämä 
menetelmät ovat kvantitatiivisia ja antavat numeerisen arvon tutkittavan vasta-aineen 
määrästä. Lisäksi markkinoilla on kaupallisia pikatestejä, jotka voidaan suorittaa sormen-
pääverinäytteestä ja jotka perustuvat immunokromatografiseen menetelmään. Nämä ke-
liakian pikatestit mittaavat tTG-IgA:ta ja ovat kvalitatiivisia, joten ne kertovat vain sen, 
onko sormenpääverinäytteessä kudostransglutaminaasi autovasta-aineita. (Husby ym. 
2012: 146–147; Kaukinen & Mäki 2006: 62–65.) 
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2.3.2 Koepala 
Ohutsuolesta otettua koepalaa on pidetty pitkään ainoana varmana keliakian diagno-
sointimenetelmänä, vaikka siinäkin on haasteensa. Muita menetelmiä, kuten vasta-ai-
neisiin perustuvia testejä, pidetään diagnoosia tukevina tai poissulkevina menetelminä. 
Ohutsuolen koepalasta tutkitaan suolinukan surkastumista eli villusatrofiaa, nukkalisäk-
keiden välissä olevien rauhasten lisääntymistä eli kryptahyperplasiaa sekä suolen lima-
kalvon tulehdusta. Kuvassa 6 on esitetty näitä muutoksia ohutsuolessa ajan kuluessa. 
(Kaukinen & Mäki 2006: 56–58; Kaukinen & Collin & Mäki 2010: 245, 247.) 
 
Kuva 6. V = nukkalisäke, K = Lieberkühnin krypta eli rauhanen. Nuoli osoittaa lisääntyneisiin 
tulehdussoluihin suolen epiteelissä. (Kaukinen & Collin & Mäki 2010: 249.) 
Ensimmäisessä kuvassa on terveen ohutsuolen poikkileikkaus. Toisesta kuvasta voi-
daan jo havaita nukkalisäkkeiden välissä olevien rauhasten (kryptien) suurentumista ja 
nukkalisäkkeiden madaltumista. Kolmannessa kuvassa on hoitamatonta keliakiaa sai-
rastavan ihmisen suolen poikkileikkaus, josta voidaan todeta nukkalisäkkeiden surkas-
tuminen sekä kryptien kasvu. Lisäksi tulehdussolujen määrä on lisääntynyt suolen epi-
teelissä. (Kaukinen & Mäki 2006: 56–58; Kaukinen & Collin & Mäki 2010: 247.) 
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2.3.3 Geenitestit 
Geenitestillä tarkoitetaan keliakian diagnosoinnissa HLA-DQ-reseptoreiden tyypitystä eli 
ihmisen kudostyypitystä näiden reseptoreiden osalta. Geenitestit perustuvat yleensä 
PCR-menetelmään (polymerase chain reaction), jolla pystytään havaitsemaan geno-
mista reseptoreiden ilmentymiseen vaikuttavia alleeleja. Yleensä keliakian geenites-
teissä halutaan selvittää, onko potilaalla HLA-DQ2.5- ja HLA-DQ8-reseptoreita koodaa-
via alleeleja, koska niiden ilmentyminen lisää huomattavasti riskiä sairastua keliakiaan. 
(Husby ym. 2012: 142–145; Rubio-Tapia ym. 2013: 662.) 
Keliakiaa ei pystytä suoraan diagnosoimaan geenitestien avulla, mutta ne ovat oivallinen 
tapa kartoittaa potilaan riskiä sairastua keliakiaan tai sulkea keliakia pois vaihtoehdoista. 
Geenitesti voidaan tehdä esimerkiksi verinäytteestä eristetystä DNA:sta (deoksiribonuk-
leiinihappo), josta halutaan selvittää DQA1- ja DQB1-riskialleelit. PCR-menetelmä pe-
rustuu riskialleeleille suunniteltujen komplementaaristen alukkeiden spesifiseen sitoutu-
miseen, jolloin polymeraasientsyymi pystyy monistamaan riskialleelia sitoutuneiden 
alukkeiden avulla PCR-reaktiossa. Diagnostiikassa käytetään yleensä kvantitatiivista, re-
aaliaikaista PCR-menetelmä eli qPCR:ää (quantitative real-time polymerase chain reac-
tion). Siinä käytetään alukkeiden lisäksi komplementtaarista koetinta, joka sitoutuu aluk-
keiden tapaan detektoitavaan sekvenssiin. Koetin on leimattu leimalla, joka tuottaa fluo-
resenssia irrottuaan sekvenssistä. qPCR-laite mittaa fluoresenssia joka syklin jälkeen, 
joten monistuvan tuotteen määrää voidaan seurata reaaliaikaisesti ajon aikana. Jos po-
lymeraasientsyymi pystyy monistamaan tuotetta, on testin tulos positiivinen, koska näyt-
teessä on detektoitavaa alleelia. (Hurley 2008: 48–52; Life Technologies 2014: 2, 10–
11.)  
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3 Työn tarkoitus ja tavoitteet 
Tämän insinöörityön tarkoituksena oli jatkaa keliakian HLA-tyypitykseen liittyvää tuote-
kehitysprojektia Labsystems Diagnosticsissa. Projekti oli alkanut yrityksessä aikaisem-
min, ja sen ensimmäinen vaihe oli suoritettu vuonna 2015. Ensimmäisessä vaiheessa oli 
tehty kirjallisuuskatsaus keliakian tyypityksestä qPCR:n avulla. Kirjallisuuskatsauksen ja 
markkinatutkimuksen perusteella oli valittu detektoitavat alleelit, jotka ilmentävät HLA-
DQ2.5- ja HLA-DQ8-reseptoreita.  Reseptorit ja niitä koodaavat alleelit on listattu taulu-
kossa 1.  
Taulukko 1. Reseptorit sekä niitä koodaavat alleelit. (Megiorni & Pizzuti 2012: 2.) 
Koodaavat alleelit Reseptori 
DQA1*05:01 ja DQB1*02:01 HLA-DQ2.5 
DQA1*03:01 ja DQB1*03:02 HLA-DQ8 
DQA1*02:01 ja DQB1*02:02 HLA-DQ2.2 
Projektin ensimmäisessä vaiheessa oli päätetty lisätä testiin DQA1*02-alleelin detek-
tointi, koska se koodaa HLA-DQ2.5-reseptorin transmuotoa. DQA1*02-alleeli koodaa 
myös yhdessä DQB1*02:02-alleelin kanssa HLA-DQ2.2-reseptoria (Husby ym. 2012: 
142; Megiorni & Pizzuti 2012: 2.) Ensimmäisessä vaiheessa projektia oli suunniteltu aluk-
keet sekä koettimet näille alleeleille. 
Projektin tarkoituksena oli saada aikaan menetelmä, jota voidaan luotettavasti käyttää 
keliakian diagnosoinnin tukena ja jolla voidaan arvioida riskiä sairastua keliakiaan. Kehi-
tettävän tuotteen avulla voidaan havaita riskialleelit genomisesta DNA:sta. Lopullisen 
testikitin on tarkoitus sisältää reagenssit kahteen multiplex-qPCR-reaktioon, joista toi-
sessa voidaan testata DQA1-alleelit ja toisessa DQB1-alleelit. Tämän insinöörityön ta-
voitteena oli optimoida menetelmässä käytettävien alukkeiden toimintaa ja qPCR-reak-
tion olosuhteita mahdollisimman spesifisiksi kehitettävää tuotetta varten. 
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4 Materiaalit ja menetelmät 
4.1 Alukkeet ja koettimet 
Alukkeet ja koettimet oli suunniteltu yritykseen hankittujen genomisten sekvenssien 
avulla ja ne oli suunniteltu niille alleeleille, jotka ilmentävät haluttuja DQ-reseptoreita (tau-
lukko 1). Projektin ensimmäisessä vaiheessa alukkeita ja koettimia oli suunniteltu kaksi 
paria yhtä alleelia kohden, jotta sopivien parien löytäminen ja optimointi olisi nopeampaa. 
Tämä mahdollisti myös sen, että toinen pari voitiin jättää pois työn edetessä ja valita 
paremmin toimiva pari. Suunniteltujen ja testattujen alukkeiden ja koettimien sekvens-
sejä ei ole esitetty tämän työn julkisessa versiossa, koska tieto on osa Labsystems Diag-
nosticsin tuotekehitysprojektia. Alukkeet on työssä nimetty detektoitavan alleelin mukaan 
ja järjestysnumero nimen edessä kertoo, kummasta alukeparista on kyse. Esimerkiksi 
alleelille A1*02 on suunniteltu kaksi alukeparia: 1. A1*02 sekä 2. A1*02. 
Alukkeet oli kylmäkuivattuja ja niistä tehtiin 100 µM varastoliuos, jota käytettiin käyttö-
laimennosten tekemiseen. Käyttölaimennoksena käytettiin työssä 1:10-laimennosta 
PCR-puhtaaseen, steriiliin veteen. Alleelit B1*0201 ja B1*0202 eroavat vain muutamalla 
pistemutaatiolla toisistaan, joten B1*02-alukeparit oli suunniteltu niin, että ne detektoivat 
kumpaakin alleelia. 
Eri alleeleille suunnitellut koettimet oli tilattu eri optisille kanaville, jolloin haluttuja allee-
leja pystytään havaitsemaan multiplex-qPCR-menetelmällä. Testissä haluttiin käyttää 
yleisimmin käytettyjä optisia kanavia, jotta testikittiä voidaan käyttää eri valmistajien 
qPCR-laitteilla. Käytetyt koettimet olivat TaqMan®-koettimia. Ne sisältävät fluoresenssi-
leiman koettimen 5’-päässä sekä sammuttajavärin koettimen 3’-päässä. Fluoresenssia 
ei voida mitata, kun koetin on kokonainen, sillä sammuttajaväri estää fluoresenssin il-
mentymisen. Polymeraasientsyymi pilkkoo ja irrottaa koettimen sekvenssistä pidennys-
vaiheessa, jolloin koettimessa ollut fluoresenssileima ja sammuttajaväri erkanevat toisis-
taan. Näin fluoresenssiväri muuttuu näkyväksi. TaqMan®-koettimien toimintamekanismi 
perustuu siis hydrolyysiin, koska fluoresenssin havaitsemiseksi vaaditaan leimamolekyy-
lien erottuminen toisistaan. (Sigma Life Science 2008: 5–6.) 
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4.2 Näytteet 
Näytteinä tässä työssä käytettiin muun muassa kokoverestä eristettyä genomista 
DNA:ta. Kokoveri oli pakastettu -80 °C:een noin 250 µl:n kokoisiksi ampulleiksi. Kokove-
restä eristettiin DNA:ta Qiagenin QIAamp DNA mini Kit:llä. 
Lisäksi työssä käytettiin kaupallisia näytteitä, jotka olivat genomista DNA:ta. Näytteitä oli 
erilaisia ja ne sisälsivät eri alleeleja. Käytetyt näytteet on listattu liitteeseen 1 taulukkoon 
1. Taulukkoon on listattu, mille alleeleille kaupalliset näytteet olivat positiivisia. Näyttei-
den konsentraatio oli 100 ng/µl, ja niistä tehtiin ennen käyttöä 1:2-laimennos, jolloin kon-
sentraatioksi saatiin 50 ng/µl. Osa näytteistä oli potilasnäytteistä eristettyä DNA:ta ja osa 
oli solulinjoissa tuotettua DNA:ta. 
Negatiivisena näytteenä kaikissa kokeissa käytettiin PCR-puhdasta, steriiliä vettä. 
4.3 Alukkeiden ja koettimien testaus 
Alukkeiden ja koettimien testaus oli monivaiheinen prosessi, joka lähti liikkeelle alukepa-
rien testauksesta omissa reaktioissaan ja niiden konsentraatioiden optimoinnista. Tämän 
jälkeen alukkeita testattiin koettimien kanssa ja lopuksi päästiin yhdistämään optimoidut 
reaktiot kahteen multiplex-qPCR-reaktioon. Insinöörityössä tehty prosessi on kuvattu ku-
vassa 7. Työssä käytettiin kokeiden suorittamiseen Applied Biosystemsin 7500 Fast 
Real-Time PCR -laitetta. 
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Kuva 7. Insinöörityön prosessikaavio. 
Alukkeista haluttiin ensin selvittää, pystyykö niiden avulla monistamaan DNA:ta. DQ-re-
septoreiden ilmentyminen johtuu pelkistä pistemutaatioista. Tämän takia voidaan olet-
taa, että alukkeet pystyvät sitoutumaan epäspesifisesti genomiseen DNA:han, josta ei 
tiedetä, sisältääkö se tutkittavia alleeleja. Ensimmäisessä vaiheessa kokeet tehtiin itse 
eristetyllä, genomisella DNA:lla, jotta pystyttiin selvittämään alukkeiden toimivuutta.  
Alukepareilla testattiin eri konsentraatioita haarukoimalla, jotta saatiin selville, millä ko-
konaiskonsentraatiolla alukkeet toimivat parhaiten. Työssä käytettiin kolmea eri konsent-
raatiota, A–C, joista A:ssa alukekonsentraatio oli matalin ja C:ssä korkein. Insinöörityön 
eri vaiheet sekä käytetyt konsentraatiot ovat taulukossa 2. Työn julkisessa versioissa ei 
ole esitetty tarkkoja konsentraatioita, koska ne ovat osa Labsystems Diagnosticsin tuo-
tekehitysprojektia. 
Vaihe 1: Alukeparien testaus 
SYBR® Green -menetelmällä.
Vaihe 2a: Alukeparien testaus 
koettimien kanssa.
Vaihe 2b: Yhden reaktion 
konsentraatioiden optimointi.
Vaihe 3a: Duplex-reaktioiden 
testaus.
Vaihe 3b: Triplex-reaktioiden 
testaus.
Vaihe 4a: Spesifisyyden 
arvioiminen triplex-reaktioissa.
Vaihe 4b: Spesifisyyden 
optimointi.
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Taulukko 2. Työn suoritus ja työssä käytetyt konsentraatiot sekä näytteet. 
Vaihe 1: Alukeparien testaus ja opti-
mointi.     
Alukepari Konsentraatio     Näyte 
1. A1*02 A = matalin B C = korkein XII 
2. A1*02 A B C XII 
1. A1*03 A B   XII 
2. A1*03 A B C  XII 
1. A1*05   B   XII 
2. A1*05   B   XII 
1. B1*02 A B C XII 
2. B1*02 A B C XII 
1. B1*0302 A B C XII 
2. B1*0302 A B C XII 
Vaihe 2a: Koettimien testaus.         
Konsentraatiot valittiin vaiheen 1 perusteella. Kaikki 
alukeparit testattiin.     I-XI 
Vaihe 2b: Eri aluke-/koetinkonsent-
raatioiden testaus.         
Alukeparit valittiin vaiheen 2a perus-
teella. D (1:1) E (1:2) F (5:4) I-XI 
Vaihe 3: Multiplex-reaktioiden opti-
mointi.         
Konsentraatiot ja alukeparit valittiin 
vaiheen 2b perusteella.       I-XI 
Vaihe 4: Spesifisyyden optimointi.         
Konsentraatiot valittiin vaiheen 3 pe-
rusteella.       I-XI 
Alukkeita tutkittiin vaiheessa 1 SYBR® Green -detektointimenetelmällä ja Master Mix -
reagenssiseoksena käytettiin kaupallista kittiä (DyNAmo Flash SYBR Geen qPCR Kit, 
Thermo Fisher). Alukkeet testattiin käyttäen kitin PCR-protokollaa. Kontrollina reaktiossa 
käytettiin kehitettävään tuotteeseen tulevaa reaktiokontrollia, jonka avulla voidaan mää-
rittää DNA:n eristyksen onnistumista sekä PCR-tuotteen monistumista. Reaktiokontrolli 
tulee osaksi DQB1-multiplex-reaktiota. Kaikki insinöörityössä tehdyt kokeet tehtiin rin-
nakkaisina. Tuloksia analysoitiin sulamieskäyrien avulla.  
Alukkeiden testauksesta saatujen tulosten perusteella valittiin paras konsentraatio, jolla 
alukeparien testausta jatkettiin koettimien kanssa. Koettimia testattiin ensin yksittäisissä 
reaktioissa toimivuuden varmistamiseksi vaiheessa 2a. Koettimet testattiin käytetyn lait-
teiston TaqMan®-ajon oletusparametreilla. Näytteenä koettimien testauksessa käytettiin 
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kaupallisia näytteitä, jotka on listattu liitteen 1 taulukkoon 1. Kussakin yksittäisessä re-
aktiossa käytetyt näytteet löytyvät tulosten yhteydestä. 
Tämän jälkeen paremmin toiminutta alukeparia optimoitiin eri aluke- ja koetinkonsent-
raatioiden avulla vaiheessa 2b. Aluke- ja koetinkonsentraatioiden suhteet D–E vastaavat 
aikaisemmassa vaiheessa olleita konsentraatioita, niin että A:ssa, D:ssä sekä E:ssä on 
sama alukekonsentraatio ja B:ssä ja F:ssä on sama alukekonsentraatio. Tuloksia analy-
soitiin CT-arvojen (treshold cycle) avulla. CT-arvo kuvaa sykliä, jolloin tuotetta on alkanut 
monistumaan (Life Technologies 2014: 6). Lisäksi monistuskuvaajista arvioitiin mitatun 
fluoresenssin määrää. Saatujen tulosten perusteella alukeparit yhdistettiin ensin duplex-
reaktioiksi ja tämän jälkeen testattiin alukkeita triplex-reaktioissa (vaihe 3). Duplex- ja 
triplex-reaktion optimoinnissa verrattiin saatuja CT-arvoja yksittäisten reaktioiden CT-ar-
voihin, koska alukeparien tuli toimia yhtä hyvin myös multiplex-reaktiossa. 
Koska triplex-reaktioita testattiin optimointivaiheessa positiivisilla näytteillä, haluttiin insi-
nöörityön lopuksi määrittää triplex-reaktioiden spesifisyyttä vaiheessa 4. Tämän avulla 
voitiin arvioida reaktioiden optimoinnin lisätarve ja hienosäätö projektin kolmannessa vai-
heessa. Spesifisyyttä arvioitiin tekemällä ajoja näytteillä, jotka sisälsivät vain yhtä detek-
toitavaa alleelia. Tällä tavalla pystyttiin arvioimaan, kuinka hyvin reaktiot monistivat ha-
luttua tuotetta sekä sitoutuivatko alukkeet vääriin sekvensseihin. 
5 Tulokset 
5.1 Alukeparien testaus ja optimointi 
Ennen alukeparien testausta eristettiin DNA:ta kokoverestä. DNA:ta eristettiin kahdella 
kerralla ja kummallakin kerralla 400 µl:sta kokoverta saatiin 200 µl DNA:ta (60 ng/µl). 
Vaiheessa 1 alukepareja testattiin kolmella eri konsentraatiolla, A–C. Tuloksia analysoi-
tiin sulamiskäyrien avulla, sillä haluttiin selvittää, millä alukekonsentraatiolla polyme-
raasientsyymi tuottaa yhtä spesifistä tuotetta, eivätkä alukkeet muodosta niin sanottuja 
primer-dimereita negatiivisessa näytteessä. Kuvassa 8 on alukkeiden eri konsentraatioi-
den testauksesta saadut tulokset A1*02-alleelin alukepareille. 
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Kuva 8. A1*02-alleelille suunniteltujen alukeparien sulamiskäyrät eri konsentraatioilla. 
Kuvaajasta voitiin todeta, että parilla 1. A1*02 oli muodostunut spesifisesti yhtä tuotetta, 
koska kaikkien positiivisten näytteiden sulamispisteet olivat välillä 84–85 °C. Negatiivi-
silla näytteillä pienin konsentraatio, A, oli ollut negatiivinen, mutta suuremmilla konsent-
raatioilla oli monistunut tuotetta syklin 35 jälkeen (syklejä oli kokonaisuudessaan 40 kpl). 
Tämä viittaa siihen, että alukkeet olivat suuremmassa konsentraatiossa päässeet sitou-
tumaan toisiinsa, sillä jos kuopat olisivat kontaminoituneet, olisi tuotetta syntynyt jo ai-
kaisemmissa sykleissä. Lisäksi kuvasta voitiin huomata, että piikit olivat negatiivisissa 
kuopissa suunnilleen samassa kohdassa. Tämä voi johtua siitä, että alukkeet olivat si-
toutuneet keskenään. 2. A1*02 alleelin kuvaajasta voitiin todeta, että polymeraasient-
syymi ei pysty millään alukekonsentraatiolla tuottamaan yhtä spesifistä tuotetta, koska 
kuvaajissa ei ollut yhtä selkeää tuotetta. 2. A1*02 kuvaajasta oikeaksi tuotteeksi voitiin 
todeta jälkimmäinen piikki, koska se vastaa ensimmäisen parin yhtä selkeää piikkiä. Kui-
tenkin kaikilla konsentraatioilla negatiiviset näytteet pysyivät negatiivisina. Saatujen tu-
losten perusteella koettimien testausta jatkettiin parilla 1. A1*02 alukekonsentraatiolla A 
ja parilla 2. A1*02 alukekonsentraatiolla B. 
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A1*03-alleelille suunniteltujen alukeparien sulamiskäyrät ovat kuvassa 9. Alukepari 1. 
A1*03 testattiin vain konsentraatioilla A ja B. 
 
Kuva 9. A1*03-alleelille suunniteltujen alukeparien sulamiskäyrät eri konsentraatioilla. 
Kuvaajista voitiin heti huomata, että parilla 2 oli monistunut yhtä oikeaa tuotetta, koska 
kaikilla konsentraatioilla oli yksi, selkeä piikki lämpötilassa 85 °C. Tämän perusteella voi-
tiin myös olettaa, että parilla 1 oikean tuotteen piikki oli samassa kohdassa. Pienemmällä 
konsentraatiolla alukeparilla 1 ei ollut monistunut oikeaa tuotetta ja suuremmalla kon-
sentraatiolla parilla oli muodostunut oikean tuotteen lisäksi samaa, väärää tuotetta kuin 
pienemmällä konsentraatiolla oli tullut, koska piikit ovat samassa kohdassa. Saatujen 
tulosten perusteella voitiin todeta, että parilla 1 paras konsentraatio oli B ja parilla 2 voitiin 
käyttää pienempää konsentraatiota eli A:ta. 
Kuvassa 10 on A1*05-alukeparien ajosta saadut kuvaajat. Nämä parit testattiin vain kon-
sentraatiolla B ja koska tulokset olivat hyviä, ei alukepareja tarvinnut testata eri konsent-
raatioilla. 
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Kuva 10. A1*05-alleelille suunniteltujen alukeparien sulamiskäyrät konsentraatiolla B. 
Molemmilla alukepareilla polymeraasientsyymi pystyi tuottamaan yhtä oikeaa tuotetta, 
eivätkä alukkeet sitoutuneet toisiinsa kiinni. Tämän ansiosta alukeparien optimointia ei 
tarvinnut tässä vaiheessa suorittaa, koska tuloksissa ei tullut vääriä positiivisia tuloksia. 
B1*02-alukeparien sulamiskäyrät ovat kuvassa 11. 
 
Kuva 11. B1*02-alleelille suunniteltujen alukeparien sulamiskäyrät eri konsentraatioilla. 
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Kummallakin alukeparilla polymeraasientsyymi pystyi tuottamaan niin positiivisella kuin 
negatiivisilla näytteellä tuotteita, koska piikkejä oli kummassakin kuvaajassa useampia. 
Oikean tuotteen voitiin olettaa kuvaajien perusteella olevan sulamislämpötilassa 87 °C, 
koska kummallakin parilla oli tässä kohdassa selkeät piikit. Ongelma kummallakin parilla 
oli, että monistusta on tapahtunut myös negatiivisilla näytteillä. Ainoastaan parin 2 kon-
sentraatiolla A olivat negatiiviset näytteet pysyneet negatiivisena, mutta tällä konsent-
raatiolla ei ollut oikeaa tuotetta monistunut positiivisella. Tämän takia kummankin parin 
optimointia jatkettiin konsentraatiolla B. 
Kummallakin alukeparilla alleelille B1*0302 oli monistunut yhtä tuotetta spesifisesti, 
koska positiivisilla näytteillä ei ollut kuin yksi piikki sulamiskäyrissä. Ongelmana kummal-
lakin parilla oli negatiivisilla näytteillä tulleet piikit. Parilla 1 oli pienimmällä konsentraati-
olla näytteet negatiivisia, mutta suuremmilla niissä oli monistunut väärää tuotetta. Kon-
sentraatiolla B oli vain toisessa kaivossa monistunut negatiivisella näytteellä väärää tuo-
tetta, joten voitiin olettaa kaivon kontaminoituneen. Tämän johdosta parin 1 optimointia 
jatkettiin konsentraatiolla A ja parin 2 alukekonsentraatiolla B. B1*0302-alukeparien su-
lamiskäyrät ovat kuvassa 12. 
 
Kuva 12. B1*0302-alleelille suunniteltujen alukeparien sulamiskäyrät eri konsentraatioilla. 
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Kaikissa saaduista tuloksista voitiin todeta, ettei alukekonsentraatioilla B ja C ollut ku-
vaajissa muuta eroa, kuin suuremmalla konsentraatiolla saatiin monistettua enemmän 
templaattia. Vaiheen 1 tulokset eli parhaat konsentraatiot on listattu taulukkoon 3.  
Taulukko 3. Alukkeille valitut parhaat konsentraatiot vaiheessa 1. 
Alukepari Reaktioseos 
1. DQA1*02 A 
2. DQA1*02 B 
1. DQA1*03 B 
2. DQA1*03 A 
1. DQA1*05 B 
2. DQA1*05 B 
   
1. DQB1*02 B 
2. DQB1*02 B 
1. DQB1*0302 A 
2. DQB1*0302 B 
Suurimmalle osalle alukepareista valittiin konsentraatio B. Koska koettimien lisääminen 
reaktioon lisää reaktion spesifisyyttä, se voi karsia pois vääriä positiivisia tuloksia. Koet-
timien testausta ei haluttu aloittaa liian alhaisella alukekonsentraatiolla, koska alhainen 
alukekonsentraatio voi vaikeuttaa koettimien sitoutumista. 
5.2 Koettimien testaus 
Koettimia testattiin valituilla alukekonsentraatioilla jokaisen parin kanssa. Kaikki parit toi-
mivat koettimien kanssa paremmin kuin SYBR® Green -menetelmällä, koska koettimet 
lisäävät muodostuvat tuotteen spesifisyyttä. Saadut tulokset on listattu taulukkoon 4.  
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Taulukko 4. Tulokset koettimien ensimmäisestä testauksesta. Taulukossa on vain positiivisilla 
näytteillä saadut tulokset. Tähdellä (*) merkityt tulokset johtuvat kaivojen vioittumi-
sesta ajon aikana. 
Alleeli Alukepari Näyte CT (rinnakkaiset) 
A1*02 1. V 23,479 / 23,371 
  2. V NaN* / 25,604 
A1*03 1. V 28,003/27,677 
  2. V 26,459 /25,449 
A1*05 1. VI 29,128 / 30,887 
  2. VI NaN / NaN 
B1*02 1. VI 13,66/13,622 
  2. VI 24,909 / 25,149 
B1*0302 1. V NaN * / 26,096 
  2. V 26,162 /26,424 
Saatujen tulosten perusteella valittiin kunkin alleelin detektointiin paras alukepari. Re-
sursseja ei kannattanut enää tässä vaiheessa tuhlata kaikkien alukeparien optimointiin, 
koska valmiiseen tuotteeseen tarvittiin vain yksi toimiva alukepari yhtä alleelia kohden. 
Tulosten perusteella valittiin parit 2. A1*02, 1. A1*05 sekä 2. B1*02, joita testattiin eri 
aluke-/koetinsuhteilla. A1*03-alukepareilla ei ollut huomattavaa eroa, joten kumpaakin 
paria testattiin aluke-/koetinsuhteiden optimoinnissa. Näin saatiin selville, kumpi pari toi-
misi spesifisemmin ja sopisi multiplex-reaktioihin. Vaiheessa 2b testattavat alukeparit on 
merkitty taulukkoon 4 keltaisella pohjavärillä. Kummallakin B1*0302-parilla oli samat CT-
arvot sekä monistuskäyrät näyttivät hyviltä, joten kumpaakaan paria ei tarvinnut opti-
moida eri konsentraatioilla. Parilla 2 fluoresenssi oli korkeampi kuin parilla 1, joten kor-
keamman fluoresenssin ansiosta pari 2 valittiin jatkoon. 
Valittuja alukepareja testattiin kolmella eri konsentraatiolla, D–F. Kokeista saadut CT-
arvot on listattu liitteen 2 taulukkoon 1. Lisäksi tuloksia arvioitiin myös monistuskuvaajien 
avulla, kuvat 13–14. 
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Kuva 13. 2. A1*02 sekä 2. B1*02 eri konsentraatioilla. 
Kuvasta 13 näkyi selvästi parin 2. A1*02 sekä parin 2. B1*02 eri konsentraatiot. Kum-
mallakin parilla monistuvan tuotteen määrä oli sitä korkeampi, mitä suuremmalla kon-
sentraatiolla reaktioseoksessa oli ollut koettimia. CT-arvot olivat samanlaiset kaikilla kon-
sentraatioilla molemmissa pareissa. Saatujen tulosten perusteella valittiin kummallekin 
parille konsentraatio E, koska siinä fluoresenssi oli selvästi korkeampi kuin alhaisimmalla 
konsentraatiolla, mutta reagenssien kulutus ei ole niin suurta, kuin konsentraatiolla F. 
 
Kuva 14. Vasen kuva: 1. A1*03 ja 2. A1*03 eri konsentraatioilla. Oikea kuva: parin 1. A1*05 mo-
nistuskäyrä eri konsentraatioilla. 
A1*03-alleelille suunnitelluista alukepareista molemmat testattiin eri konsentraatiolla. Tu-
lokseksi saadut monistuskuvaajat ovat kuvassa 14 vasemmalla. Kuvaajista voitiin to-
deta, että pareilla ei ollut huomattavaa eroa muussa kuin fluoresenssin määrässä. Parilla 
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2 fluoresenssin määrä oli korkeampi kaikilla konsentraatioilla, joten pari 2 valittiin multi-
plex-reaktioihin. Konsentraatioksi valittiin E, koska se oli kuvaajan perusteella kaikista 
paras. Lisäksi sen CT-arvot olivat rinnakkaisissa kokeissa lähes samat. 
Parilla 1. A1*05 kaikkien konsentraatioiden CT-arvot olivat samanlaiset, eli monistuminen 
alkoi kaikilla konsentraatioilla samassa vaiheessa reaktiota. Konsentraatioilla ei siis ollut 
suurta merkitystä reaktion toimivuuteen, ainoastaan fluoresenssin määrään. Kuvassa 14 
on oikealla parin 1. A1*05 monistuskuvaaja, jonka perusteella voitiin arvioida fluoresens-
sin määrää. Kuvaajan perusteella parille parhaaksi konsentraatioksi valittiin E, koska D-
konsentraatiolla fluoresenssin määrät olivat niin pieniä, että parilla voisi olla hankaluuk-
sia toimia multiplex-reaktiossa. 
Taulukossa 5 on eri aluke-ja koetinkonsentraatioiden testauksesta valitut parhaat kon-
sentraatiot, joiden avulla jatkettiin multiplex-reaktioiden testaukseen. 
Taulukko 5. Valitut aluke-/koetinsuhteet. 
Alukepari Reaktioseos 
2. DQA1*02 E 
2. DQA1*03 E 
1. DQA1*05 E 
   
2. DQB1*02 E 
2. DQB1*0302 B 
Eri aluke-/koetinsuhteiden testauksessa huomattiin, että suuremmalla koetinkonsentraa-
tiolla fluoresenssin määrä oli suurempi kaikilla testatuilla pareilla. CT-arvot olivat kuiten-
kin samat konsentraatiosta riippumatta, joten suurempi koetinkonsentraatio ei vaikutta-
nut itse monistumiseen. Kaikille testatuille pareille valittiin konsentraatioiden suhteeksi 
E, koska sillä fluoresenssi oli huomattavasti parempi kuin matalammalla konsentraati-
olla, mutta se ei kuluttanut yhtä paljon reagensseja kuin konsentraatio F. 
5.3 A1-alukkeiden multiplex-reaktiot 
A1-alukepareista ensin testattiin parit 2. A1*02 ja 2. A1*03 duplex-reaktiossa. Tulokset 
tästä reaktiosta ovat kuvassa 15 ja taulukossa 6.  
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Kuva 15. A1*02 ja A1*03 duplex-reaktion monistuskäyrä. 
Taulukko 6. A1*02 ja A1*03 duplex-reaktion CT-arvot.  
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
2. A1*02 VII + 26,44 
2. A1*02 VII + 26,2 
Duplex: 2. A1*02 VII + 25,97 
Duplex: 2. A1*02 VII + 26,07 
2. A1*03 VII + 27,64 
2. A1*03 VII + 26,02 
Duplex: 2. A1*03 VII + 27,54 
Duplex: 2. A1*03 VII + 27,44 
Duplex neg neg - NaN 
Duplex neg neg - NaN 
CT-arvoista voitiin todeta, että ne ovat pareilla samanlaiset niin yksittäisissä reaktioissa 
kuin duplex-reaktiossa. Kummatkin parit toimivat siis hyvin duplexissa, eikä toinen alu-
kepari dominoinut reaktiossa. Kuvasta voidaan myös todeta, että alukeparien tuottamat 
fluoresenssit ovat samaa luokkaa. Tulosten perusteella voitiin suoraan jatkaa triplex-re-
aktion testaukseen, jolloin reaktioon tuli lisäksi A1*05-alleelin detektointi. 
A1-triplex-reaktiossa kaikille alukeparileille oli optimoinnin tuloksena valittu konsentraa-
tio E. Tulokset A1-triplexistä ovat kuvassa 16 ja taulukossa 7.  
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Kuva 16. A1-triplex-reaktion monistuskäyrä. 
Taulukko 7. A1-triplex-reaktion CT-arvot. 
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
A1*02 XI + 24,787 
A1*02 XI + 24,836 
Triplex: A1*02 XI + VIII + 25,91 
Triplex: A1*02 XI + VIII + 25,946 
A1*03 XI + 23,173 
A1*03 XI + 23,76 
Triplex: A1*03 XI + VIII + 25,939 
Triplex: A1*03 XI + VIII + 25,022 
A1*05 VIII + 24,829 
A1*05 VIII + 24,906 
Triplex: A1*05 XI + VIII + 24,882 
Triplex: A1*05 XI + VIII + 24,746 
Triplex neg - NaN  
Triplex neg - NaN  
Tuloksista voitiin todeta, että kaikki kolme reaktiota toimivat yhtä hyvin multiplex-reak-
tiossa kuin yksittäisissä reaktioissa. Alukkeiden CT-arvot olivat kaikilla alleeleilla samaa 
luokkaa niin yksittäisissä kuin triplex-reaktiossa. Jokainen detektoitava alleeli myös erot-
tui hyvin reaktiossa, eikä yksikään pari dominoinut reaktioseoksessa. 
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5.4 B1-alukkeiden multiplex-reaktiot 
B1-parit testattiin ensin yhdessä B1-reaktioseokseen tulevan reaktiokontrollin kanssa. 
Duplex-reaktioiden monistuskuvaajat ovat kuvassa 17 ja saadut tulokset ovat taulukossa 
8 ja 9.  
 
Kuva 17. Vasen kuva: B1*02 sekä kontrollin duplexin monistuskuvaaja sekä B1*02 singleplex. 
Oikea kuva: B1*03 sekä kontrollin duplexin monistuskuvaaja sekä B1*03:n singleplex-reak-
tion monistuskuvaaja. 
Taulukko 8. B1*02 sekä kontrollin duplexin tulokset.  
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
2. B1*02 IX + 24,87 
2. B1*02 IX + 25,43 
Duplex: 2. B1*02 IX + 25,04 
Duplex: 2. B1*02 IX + 25,57 
kontrolli IX + 24,2 
kontrolli IX + 24,2 
Duplex: kontrolli IX + 24,15 
Duplex: kontrolli IX + 24,17 
Duplex neg - NaN 
Duplex neg - NaN 
kontrolli neg - NaN 
kontrolli neg - NaN 
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Taulukko 9. B1*03 sekä kontrollin duplexin tulokset. 
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
2. B1*0302 IX + 27,91 
2. B1*0302 IX + 27,23 
Duplex: 2. B1*0302 IX + 26,45 
Duplex: 2. B1*0302 IX + 26,26 
kontrolli IX + 24,2 
kontrolli IX + 24,2 
Duplex: kontrolli IX + 23,64 
Duplex: kontrolli IX + 24,63 
Duplex neg - NaN 
Duplex neg - NaN 
kontrolli neg - NaN 
kontrolli neg - NaN 
Reaktiokontrollista käytettiin konsentraatiota G, jossa alukkeiden ja koettimen suhde oli 
1:1, mutta konsentraatiot olivat alhaisempia kuin alleelien detektointiin käytettävien aluk-
keiden ja koettimien konsentraatio D. Molemmat B1-alukeparit toimivat hyvin reak-
tiokontrollin kanssa. Molempien monistuskuvaajista voitiin todeta, että niin B1-alukkeet 
kuin kontrollin alukkeet toimivat reaktioseoksissa yhtä hyvin. Kontrollin alhainen fluore-
senssi selittyi kummassakin reaktiossa vanhoilla reagensseilla, joten sen optimointia ei 
tarvinnut tehdä tässä vaiheessa tuotekehitysprojektia. CT-arvot kummassakin reaktiossa 
olivat samanlaisia niin yksittäisissä reaktioissa kuin duplex-reaktioissa. Koska tulokset 
olivat hyviä, jatkettiin B1-alukkeiden ja reaktiokontrollin triplex-reaktioon, joka oli kehitet-
tävän tuotteen toinen reaktioseos. 
B1-triplex-reaktioon tuli alleelien B1*02 ja B1*0302 detektointi sekä endogeeninen kont-
rolli. Reaktiossa alukkeiden konsentraatiot olivat samat kuin duplex-reaktioissa. Triplex-
reaktiosta saatu monistuskäyrä on kuvassa 18 ja taulukkoon 10 on listattu alleelien trip-
lexin sekä yksittäisten reaktioiden CT-arvot. 
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Kuva 18. B1-triplex-reaktion monistuskäyrä. 
Taulukko 10. B1-triplex-reaktion tulokset. 
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
kontrolli IX + 26,046 
kontrolli IX + 25,916 
Triplex: kontrolli IX + 26,964 
Triplex: kontrolli IX + 27,004 
B1*02 IX + 25,464 
B1*02 IX + 25,326 
Triplex: B1*02 IX + 25,295 
Triplex: B1*02 IX + 25,39 
B1*0302 IX + 25,299 
B1*0302 IX + 26,929 
Triplex: B1*0302 IX + 26,878 
Triplex: B1*0302 IX + 25,862 
Triplex neg - NaN  
Triplex neg - NaN  
Monistuskuvaajasta voitiin todeta, että jokaisella alukeparilla monistui haluttua tuotetta 
ja jokainen detektoitava alleeli erottui hyvin kuvaajasta. Fluoresenssit olivat siis kaikissa 
tarpeeksi hyviä multiplex-reaktioon. Alleelien triplexin sekä yksittäisten reaktioiden CT-
arvoja verrattiin keskenään ja voitiin todeta, että reaktiot toimivat hyvin. Esimerkiksi alu-
keparilla B1*02 yksittäisten reaktioiden monistuminen on alkanut kohdassa 25,3–25,4 ja 
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triplex-reaktiossa monistuminen on alkanut samalla alukeparilla kohdassa 25,2–25,3. Ar-
vot olivat siis samanlaisia, eli reaktiot toimivat yhtä hyvin. 
5.5 Reaktioiden spesifisyyden määrittäminen ja optimointi 
Suunniteltujen reaktioseosten spesifisyyttä arvioitiin, jotta saatiin selville, mihin suuntaan 
reaktioita tulee kehittää. Molemmissa reaktioseoksissa yksittäiset reaktiot toimivat hyvin 
positiivisilla näytteillä. Näillä näytteillä ei kuitenkaan pystynyt havaitsemaan, jos aluke-
parit sitoutuvat väärään alleeliin, koska kaikki tuottivat positiivista tulosta. Reaktioiden ja 
alukkeiden spesifisyyttä testattiin tunnetuilla näytteillä, jotka sisälsivät vain yhtä alleelia, 
jota haluttiin multiplex-reaktiolla havaita. 
Kuvassa 19 on monistuskäyrä A1-triplex-reaktiosta eri näytteillä. Taulukkoon 11 on lis-
tattu saadut tulokset sekä käytetyt näytteet ja niiden odotusarvot kutakin alleelia kohden.  
 
Kuva 19. A1-triplex-reaktion testaus eri näytteillä. 
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Taulukko 11. A1-triplex-reaktion tulokset eri näytteillä. Punaisella merkityt CT-arvot ovat vääriä 
positiivisia. 
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
A1*02 X + 25,313 
A1*03 X - 25,947 
A1*05 X - NaN  
A1*02 X + 25,137 
A1*03 X - 27,557 
A1*05 X - NaN  
A1*02 IV - NaN  
A1*03 IV - NaN  
A1*05 IV - 26,304 
A1*02 IV - NaN  
A1*03 IV - NaN  
A1*05 IV - NaN  
A1*02 VIII - NaN  
A1*03 VIII - NaN  
A1*05 VIII + 23,62 
A1*02 VIII - NaN  
A1*03 VIII - NaN  
A1*05 VIII + 26,131 
A1*02 I - 27,371 
A1*03 I + 26,611 
A1*05 I - NaN  
A1*02 I - 27,502 
A1*03 I + 25,11 
A1*05 I - NaN  
A1*02 neg - NaN  
A1*03 neg - NaN  
A1*05 neg - NaN  
A1*02 neg - NaN  
A1*03 neg - NaN  
A1*05 neg - 19,789 
Kuvasta 19 voitiin huomata, että triplex-reaktioseoksessa oli monistunut alleeleja A1*02 
ja A1*03 useammassa reaktiossa. Kuvaajassa tulisi olla kullekin alleelille vain yksi mo-
nistuskäyrä rinnakkaisena, mutta kuvaajasta voitiin huomata, että kumpaakin alleelia oli 
monistunut kahdella näytteellä. CT-arvojen perusteella, taulukosta 11, voitiin todeta alu-
keparilla A1*03 monistumisen alkaneen noin syklissä 26, näytteellä X. Monistuminen oli 
ollut siis hyvin vahvaa, koska se oli alkanut samassa vaiheessa kuin varsinaisesti detek-
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toitavan alleelin, A1*02:n. Alukeparilla A1*02 oli sama ongelma alleelia A1*03 sisältä-
vässä näytteessä I eli sillä monistui tuotetta syklistä 27 alkaen. Epäspesifinen sitoutumi-
nen selittyy sillä, että kohdat joihin alukkeet sitoutuvat, eroavat vain kahdella tai kolmella 
pistemutaatiolla oikeasta sekvenssistä. Reaktiota tulee siis optimoida spesifisemmäksi, 
niin että alukkeet eivät pysty sitoutumaan vääriin sekvensseihin. Näytteellä IV oli toinen 
rinnakkaisista reaktioista kontaminoitunut, koska reaktiossa oli monistunut A1*05-allee-
lia (CT-arvo 26,3), mutta toisessa kuopassa reaktion tulos oli oikea negatiivinen. Myös 
toinen negatiivinen kaivo oli kontaminoitunut, koska siellä oli myös monistunut A1*05-
alleelia (CT-arvo 19,79), ja tulos oli väärä positiivinen. 
B1-triplexin spesifisyyttä arvioitiin samalla tavalla kuin A1-reaktion. Kaikkien näytteiden 
piti olla positiivisia kontrollille, koska ne kaikki olivat genomista DNA:ta. Kuvassa 20 on 
B1-triplex-reaktion monistuskuvaaja eri näytteillä, ja taulukossa 12 on ajosta saadut tu-
lokset sekä käytetyt näytteet. 
 
Kuva 20. B1-triplex-reaktion testaus eri näytteillä. 
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Taulukko 12. B1-triplex-reaktion tulokset eri näytteillä. Punaisella merkityt CT-arvot ovat vääriä 
positiivisia. 
Alukepari Näyte Odotusarvo (+/-) CT 
B1*02 I - 33,737 
B1*03 I + 26,649 
kontrolli I + 24,421 
B1*02 I - 33,652 
B1*03 I + 26,49 
kontrolli I + 24,342 
B1*02 II + 24,448 
B1*03 II - NaN  
kontrolli II + 24,231 
B1*02 II + 23,216 
B1*03 II - NaN  
kontrolli II + 22,941 
B1*02 III - 33,812 
B1*03 III - 30,67 
kontrolli III + 24,552 
B1*02 III - 33,293 
B1*03 III - 30,853 
kontrolli III + 24,138 
B1*02 IV - 32,067 
B1*03 IV - NaN  
kontrolli IV + 23,361 
B1*02 IV - 31,941 
B1*03 IV - NaN  
kontrolli IV + 23,234 
B1*02 neg - NaN  
B1*03 neg - NaN  
kontrolli neg - NaN  
B1*02 neg - NaN  
B1*03 neg - NaN  
kontrolli neg - NaN  
 
Kuvasta 20 voitiin huomata, että kontrolliparilla oli monistunut tuotetta kaikilla näytteillä 
niin kuin pitikin, mutta fluoresenssi oli sillä huomattavasti alhaisempi kuin toisilla aluke-
pareilla. B1-alukepareilla oikeat tuotteet olivat kuvaajat, joilla oli korkeimmat fluoresens-
sit. Vääriä positiivisia tuloksia tuottivat alukepari B1*02 näytteillä I, III sekä IV. Taulukosta 
12 voitiin katsoa, että kaikissa näissä monistuminen oli tapahtunut syklin 31 jälkeen, jo-
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ten nämä käyrät olivat kuvassa pienemmät kuvaajat. Monistus ei ole siis ollut yhtä voi-
makasta kuin positiivisella näytteellä. Tulosten tulisi kuitenkin olla negatiivisia, ja suu-
rempi CT-arvo kertoo epäspesifisestä sitoutumisesta. 
Alukeparilla B1*0302 oli sama ongelma, koska sillä oli monistunut epäspesifisesti tuo-
tetta näytteessä III. Näyte on sisältänyt alleelia B1*0301, joka on hyvin samankaltainen 
kuin detektoitava alleeli. Reaktiolla pitäisi kuitenkin pystyä erottamaan nämä alleelit toi-
sistaan.  
Koska kumpikaan multiplex-reaktio ei toiminut täysin spesifisesti haluttujen alleelien de-
tektointiin, tuli reaktioita vielä optimoida. Optimointia kokeiltiin ensin reaktiolla B1 lisää-
mällä reaktioseokseen magnesiumkloridia (MgCl2). Koska suolan lisääminen parantaa 
reaktion spesifisyyttä ja tehokkuutta, teki se reaktiosta entistä herkemmän. Tavoitteena 
oli vähentää alukkeiden epäspesifistä sitoutumista, jolloin testin spesifisyys paranee. Op-
timointia kokeiltiin myös lyhentämällä alkudenaturaatioaikaa. Alkudenaturaatioajan ly-
hentämisellä on vaikutus DNA-juosteiden eroamiseen toisistaan. Kun juosteet eivät eroa 
toisistaan täydellisesti, vaikeutuu alukkeiden ja koettimien sitoutuminen juosteisiin. Täl-
löin vain spesifiset alukkeet pystyisivät sitoutumaan juosteisiin. (Grunenwald 2003: 92, 
94.) 
Alkudenaturaatioajan lyhentäminen ei vaikuttanut B1-reaktion spesifisyyteen, kun sitä 
testattiin näytteellä I. Reaktiossa polymeraasientsyymi monisti B1*02-alukeparin avulla 
edelleen tuotetta, vaikka sen olisi pitänyt olla negatiivinen. Alkudenaturaatioajan lyhen-
täminen vaikutti kaikkien monistettavien tuotteiden fluoresenssiin laskevasti ja sen ei to-
dettu parantavan testin spesifisyyttä. 
Alkudenaturaatioaika palautettiin takaisin alkuperäiseen ja seuraavaksi kokeiltiin nostaa 
annealing-vaiheen lämpötilaa kahdella asteella. Annealing-lämpötila parantaa koetti-
mien sitoutumisen spesifisyyttä, koska koettimien sulamislämpötila on korkeampi kuin 
alukkeiden (Life Technologies 2014: 11, 47). B1-reaktiota testattiin korkeammalla an-
nealing-lämpötilalla ja näytteenä käytettiin näytettä I, jossa alleelien B1*0302 ja kontrollin 
tuli olla positiivisia, sekä näytettä XI, jossa kaikilla alukepareilla tuli monistua templaattia. 
Kuvassa 21 on monistuskäyrät saaduista tuloksista.  
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Kuva 21. B1-triplexin testaus korkeammalla alukkeiden kiinnitys- ja pidennysvaiheen lämpöti-
lalla. 
Näytteellä I oli B1*02 nyt halutunlaisesti negatiivinen, eli korkeamman lämpötilan ansi-
osta B1*02-alukepari ei pystynyt sitoutumaan sekvenssiin epäspesifisesti, eikä väärää 
tuotetta muodostunut. Korkeampi lämpötila ei kuitenkaan vaikuttanut alukkeiden toimin-
taan, sillä kaikilla alukkeilla tuotetta monistui hyvin näytteellä XI. Spesifisyyden voitiin 
todeta parantuneen korkeamman annealing-lämpötilan ansiosta, koska saaduissa tulok-
sissa ei ollut vääriä positiivisia tuloksia. 
6 Yhteenveto 
Insinöörityön tuloksena voidaan todeta kaikki testatut alukeparit toimiviksi haluttuun käyt-
tötarkoitukseen. Lisäksi työssä saatiin valittua kunkin alleelin havaitsemiseen tarvittavat, 
parhaiten toimivat alukeparit. Alukepareille ja koettimille saatiin myös optimoitua kon-
sentraatiot ja keskinäiset suhteet, joilla ne toimivat hyvin niin yksittäisissä kuin multiplex-
reaktioissa. Saadut tulokset ovat taulukossa 13. Nämä reaktioseokset toimivat hyvin po-
sitiivisilla näytteillä. 
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Taulukko 13. Kokeista saatujen tulosten yhteenveto taulukoituna. 
Alukepari Konsentraatio 
Mix A  
2. A1*02 E 
2. A1*03 E 
1. A1*05 E 
Mix B  
2. B1*02 E 
2. B1*0302 B 
BG G 
Saatujen tulosten perusteella voitiin todeta, että mitä korkeampi koetinkonsentraatio oli, 
sitä suuremman fluoresenssin reaktio antoi. Työssä myös huomattiin, että aluke- ja koe-
tinkonsentraation muutokset eivät vaikuttaneet monistumiseen, vaan monistuminen al-
koi reaktiossa samaan aikaan alhaisemmalla sekä korkeammalla konsentraatiolla. 
Suunnitellut reaktiot eivät ole tämän työn perusteella vielä riittävän spesifisiä, kuin niiden 
valmiissa tuotteessa tulee olla. HLA-tyypityksen haasteena ovat alleelien väliset erot, 
jotka voivat koostua vain muutamasta pistemutaatiosta. Esimerkiksi, kun käytännön työn 
yhteydessä alleelien B1*02 ja B1*0302 sekvenssejä verrattiin toisiinsa, voitiin huomata 
että B1*02-alukkeiden sitoutumiskohdissa oli B1*0302-alleeliin verrattuna vain kolmen 
yksittäisen emäksen muutos. Tämän vuoksi hyvin toimivassa reaktiossa alukkeet pää-
sevät helposti sitoutumaan väärään sekvenssiin. Insinöörityön jälkeen projekti jatkuu re-
aktioiden optimoinnilla, jolloin lopullisessa tuotteessa alukkeet eivät pääse epäspesifi-
sesti sitoutumaan väärien alleelien sekvensseihin. 
Tämän insinöörityön lopuksi testattiin muutamia optimointivaihtoehtoja, jolloin reaktiosta 
voidaan saada spesifisemmin toimiva. Työssä havaittiin, että mahdollisesti toimiva rat-
kaisu voi olla annealing-vaiheen lämpötilan nostaminen. Koska työssä testattiin ainoas-
taan B1-reaktion optimointia, tulee projektin edetessä testata samoja olosuhteita myös 
A1-reaktiolla. Kehitettävässä tuotteessa tulee olemaan kaksi erillistä multiplex-reaktiota, 
joiden on toimittava samoissa ajo-olosuhteissa. Lisäksi B1-reaktion spesifisyyttä tulee 
arvioida useammalla näytteellä, jotta reaktion oikeanlaisesta toiminnasta saadaan var-
muus. 
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Työssä käytetyt näytteet 
Taulukko 1. Eri testeissä käytetyt näytteet. 
  Odotusarvo (+/-)    
Näyte Huomiota A1*02 A1*03 A1*05 B1*02 B1*0302 
I Kaupallinen, potilasnäyte - + - - + 
II Kaupallinen, solulinja + - - + - 
III Kaupallinen, solulinja - - + - - 
IV Kaupallinen, solulinja - - - - - 
V Kaupallinen, solulinja + + - + + 
VI Kaupallinen, solulinja - - + + - 
VII Kaupallinen, potilasnäyte + + - + + 
VIII Kaupallinen, solulinja - - + - - 
IX Kaupallinen, solulinja - + + + + 
X Kaupallinen, solulinja + - - + - 
XI Kaupallinen, potilasnäyte + + - + + 
XII 
Itse eristetty DNA, ei spe-
sifinen           
Liite 2 
1 (2) 
 
  
Alukkeiden testaus eri aluke-/koetinsuhteilla 
Taulukko 1. Tulokset eri aluke-/koetinsuhteilla. 
Alukepari Konsentraatio Näyte Odotusarvo (+/-) CT  
Ensimmäinen ajo        
2. A1*02 D VII + 27,354  
2. A1*02 D VII + 27,752  
2. A1*02 E VII + 27,216  
2. A1*02 E VII + 27,462  
2. A1*02 F VII + 27,492  
2. A1*02 F VII + 27,393  
2. A1*02 D neg - NaN  
2. A1*02 D neg - NaN  
2. A1*02 E neg - NaN  
2. A1*02 E neg - NaN  
2. A1*02 F neg - NaN  
2. B1*02 D VI + 26,134  
2. B1*02 D VI + 26,095  
2. B1*02 E VI + 25,599  
2. B1*02 E VI + 25,643  
2. B1*02 F VI + 25,969  
2. B1*02 F VI + 25,656  
2. B1*02 D neg - NaN  
2. B1*02 D neg - NaN  
2. B1*02 E neg - NaN  
2. B1*02 E neg - NaN  
2. B1*02 F neg - NaN  
kontrolli - XII + 21,94  
kontrolli - XII + 22,581  
kontrolli - neg - NaN  
kontrolli - neg - NaN  
Toinen ajo          
1. A1*03 D VII + 29,251  
1. A1*03 D VII + 29,192  
1. A1*03 E VII + 26,965  
1. A1*03 E VII + 28,07  
1. A1*03 F VII + 28,441  
1. A1*03 F VII + 28,48  
1. A1*03 D neg - NaN  
1. A1*03 D neg - NaN  
1. A1*03 E neg - NaN  
1. A1*03 E neg - NaN  
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1. A1*03 F neg - NaN  
kontrolli - XII + 21,57  
kontrolli - XII + 21,717  
kontrolli - neg - NaN  
kontrolli - neg - NaN  
2. A1*03 D VII + 27,742  
2. A1*03 D VII + 27,864  
2. A1*03 E VII + 25,335  
2. A1*03 E VII + 25,425  
2. A1*03 F VII + 26,47  
2. A1*03 F VII + 26,495  
2. A1*03 D neg - NaN  
2. A1*03 D neg - NaN  
2. A1*03 E neg - NaN  
2. A1*03 E neg - NaN  
2. A1*03 F neg - NaN  
Kolmas ajo          
1. A1*05 D VIII + 25,147  
1. A1*05 D VIII + 25,324  
1. A1*05 E VIII + 25,358  
1. A1*05 E VIII + 25,518  
1. A1*05 F VIII + 25,254  
1. A1*05 F VIII + 25,312  
1. A1*05 D neg - NaN   
1. A1*05 D neg - 6,266 
 laitteiston 
taustaa 
1. A1*05 E neg - NaN   
1. A1*05 E neg - 4,45 
 laitteiston 
taustaa 
1. A1*05 F neg - NaN   
1. A1*05 F neg - NaN   
kontrolli - XII + 26,046  
kontrolli - neg + 25,916  
 
